I 



® 




Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 








(J) Veroffentlichungsnummer: 0 607 776 A2 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



© Anmeldenummer: 94100016.8 
@ Anmeldetag: 03.01.94 



© Int. CI 5: A61K 31/42 



© Prioritat: 08.01.93 DE 4300280 


0 Anmelder: HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT 




Bruningstrasse 50 


@ Veroffentlichungstag der Anmeldung: 


D-65929 Frankfurt am Main(DE) 


27.07.94 Patentblatt 94/30 






@ Erfinder: Welthmann, Klaus Ulhch, Dr. 


® Benannte Vertragsstaaten: 


Am Domherrnwald 18 


AT BE CH DE DK ES FR GB GR IE IT LI LU MO 


D-65719 Hofheim(DE) 


NL PT SE 


Erfinder: Bartlett, Robert Ryder, Dr. 




Schmittweg 23 




D-64291 Darmstadt(DE) 



@ Verwendung von Leflunomid zur Hemmung von Tumornekrosefaktor alpha. 



@ N-(4-Trifluormethylphenyl)-5-methyl-isoxazol-4-carboxamid ist eine wirksame Verbindung zur Vorbeugung 
und Behandlung von Krankheiten, bei denen Tumornekrosefaktor alpha involviert ist. Sie findet Verwendung als 
Arzneimittel. 
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Leflunomid (s. Formel, N-(4-Trifluormethylphenyl)-5-methyl-isoxa2ol-4-carboxamid) ist als chemische 
Verbindung bereits bekannt (EP 0013376. EP 0217206. US 4351841, US 4965276). 

Neben den bereits offenbarten antiphlogistischen Effekten bewirkt diese Substanz auch immunomodula- 
torische Wirkungen die sie zur Behandlung von Autoinnmunerkrankungen und Transplantatabstossungsreak- 
5 tionen befahigen. Es ist auch schon bekannt. dafi ein Metabolit mit der Bezeichnung N-(4-Trifluormethylphe- 
nyl)-2-cyano-3-hydroxy-crotonsaureamid (s. Fornnel) fur die heilenden Wirkungen von Leflunomid verant- 
wortlich ist. 
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20 Leflunomid Leflunomid-Metabolit 

In Ubereinstimmung mIt dieser Erkenntnis konnen die oben zitierten pharmakologischen Wirkungen von 
Leflunonnid auch durch Applikation dieses genannten Metaboliten erhalten werden (Bartlett et al. Agents and 
25 Actions, 32 (1991) 10-21). 

Auch in Axton et al. J.Chem.Soc.Perkin Trans. 1(1992) 2203ff ist beschrieben worden, dafi nicht 
Leflunonnid das aktive Phnzip darstellt. sondern dafi dieser primare Metabolit die biologischen Wirkungen 
entfaltet. 

Sowohl in der Literatur (Bartlett et al, Agents and Actions, 32 (1991) 10-21) als auch in eigenen 
30 Experimenten konnte gezeigt werden, da(3 die im folgenden naher beschriebenen therapeutischen Wirkun- 
gen durch Applikation des Leflunonnid-Metaboliten nicht erhalten werden konnen. ErfindungsgemaB wurde 
namlich gefunden, daB Leflunomid einen starken inhibitorischen Einflufi auf die Synthese bzw. Freisetzung 
von Zytokinen aus menschlichen Blutzellen besitzt. wohingegen der Leflunomid-Metabolit diese vorteilhafte 
Wirkung nicht aufweist. 

35 Unter den erfindungsgemaB angewandten experimentellen Bedingungen findet keine nennenswerte 

Metabolisierung des Leflunomid statt. und die inhibierende Wirkung ist ausschlieBlich der Substanz 
Leflunomid zuzuschreiben. 

Bei den Zytokinen handelt es sich um eine Klasse verschieden-artiger, biologisch hochpotenter Peptide, 
deren Strukturen bereits bekannt sind. Es ist ebenfalls schon bekannt, dafl sie endogen als Transmittersub- 
40 stanzen induziert und synthetisiert werden. 

Die Unterdruckung von Zytokinen im menschlichen oder tierischen Korper ist deshalb von gro/3er 
medizlnischer Bedeutung, weil uberhohte Spiegel dieser Zytokine zum Auftreten bzw. Ausbrechen zahlrei- 
cher Krankheiten fuhren konnen. 

Zwar konnte zur Behandlung solcher Krankheiten auch ein Medikament eingesetzt werden, das die 
45 unerwunschte Wirkung des gegebenenfalls bereits vorhandenen Zytokines auf Organ-, Zell-, Gewebe- und 
Rezeptorsysteme des Korpers verhindert; es ist nun jedoch ein weiterer signifikanter Vorteil der vorliegen- 
den Erfindung, daB durch Einsatz von Leflunomid bereits die Synthese bzw. Freisetzung des Zytokines 
verhindert wird, sodaB dieses gar nicht erst entsteht, und somit die Entstehung der Krankheit bereits in 
einer sehr fruhen Phase verhindert werden kann. 
50 Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Leflunomid zur Herstellung eines Arzneimittels 

zur Vorbeugung und Behandlung von Krankheiten des menschlichen und tierischen Korpers, bei denen das 
Zytokin mit der Bezeichnung Tumornekrosefaktor alpha (TNFalpha) involviert ist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung von Leflunomid zur Behandlung solcher 
Krankheiten. Die Erfindung betrifft auch Arzneimittel, die eine wirksame Menge von Leflunomid enthalten, 
55 neben pharmazeutisch geeigneten und physiologisch vertraglichen Tragerstoffen, Verdunnungsmlttein 
und/oder anderen Wirk- und Hilfsstoffen. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Vorbeugung und 
Behandlung von Krankheiten, bei denen Tumornekrosefaktor alpha involviert ist, das dadurch gekennzeich- 
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net ist, daB man Leflunomid mit einem pharmazeutisch geeigneten und physiologtsch annehmbaren Trager 
und gegebenenfalls weiteren geeigneten Wirk-, Zusatz- oder Hilfsstoffen in eine geeignete Zubereitungs- 
form bringt. 

TNFalpha und seine krankheitsverursachenden Wirkungen sind ausfuhrlich in Ibelgaufts, Lexikon 
5 Zytokine, Medikon Verlag, Munchen 1992, und in der dort zitierten Literatur beschrieben. 

Auch 2. B. aus WO 92/02822 kann entnommen werden, dal3 dieses Zytokin ein breites biologisches 
Aktivitatsspektrum besitzt. 

TNFalpha wurde ursprunglich nach seiner ersten erkannten Wirkung, namlich der Antitumorwirkung, 
benannt. Inzwischen ist auch beschrieben worden (Ubersicht in Vilcek u. Lee, J.Biol.Chem. 266(1991)- 
10 731 3ff), daB TNFalpha breite pletotrope Aktivitaten hat. Die Synthese von TNFalpha kann in zahlreichen 
Zellen erfolgen, ebenso besitzen viele Zellen spezifische Rezeptoren fiir dieses Zytokin, iiber die wiederum 
Wachstums- und Transkriptionsfaktoren, Akut-Phasenproteine und Zelladhasionsmolekule wie ELAM-1 und 
ICAM-1 (Bevilacqa et al. Science 243 (1989) 1 160) induziert werden konnen. 

TNFalpha besitzt eine potente Wirkung beim endotoxischen Schock (Tracey et al. Science 234 (1986) 
;5 470-474) und bei der Kachexie (Oliff et al. Gell, 50 (1987) 555-563. Ebenso wird der fatale Verlauf bei 
Malaria, bei Hirnhautentzundung (Waage et al. Lancet 1 (1987) 355-357), Lungenentzundung (Blanchard et 
al, Lymphokine Res 6 (1987) 1421), AIDS (Lahdevirta et al, Am J. Med. 86 (1988) 289-291) sowie bei 
Krebspatienten (Balkwill et al. Lancet 2 (1987) 1229-1232) von TNFalpha beherrscht. 

Es ist somit ersichtlich, daB insbesondere TNFalpha eine zentrale Stellung als Ausloser verschiedener 
20 Krankheiten und Krankheitssymptome einnimmt. Dabei handelt es sich uberwiegend um schwerwiegende 
Krankheiten, deren Behandlung heute gar nicht oder nur unzureichend moglich ist. Auch deshalb kommt 
der aufgefundenen Wirkung von Leflunomid eine groBe Bedeutung zu. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung von Leflunomid zur Vorbeugung und'Behand- ^ " 

lung von Krankheiten wie septischer Schock, Kachexie, Malaria, Hirnhautentzundung, Lungenentzundung, - '^■■-i' 

25 AIDS, Vergiftungen durch Endotoxine, Bindegewebeverdickungen, Lungenintoxikationen, Lungenodemen 

Oder chronischer Leukamie (Tracy et al., Science, 234 (1986) Seite 314 ff.; Erroi et al., Agents Actions, 36 ^ ^ 

(1992) Seite 66 ff.; Scrip, 1713. Seite 15 (1992); Mustafa et al., J. Pediat., 115 (1989) Seite 1274 ff.). ^.v .- 

Zur Behandlung dieser Krankheiten konnen insbesondere auch Arneimittelformen und galenische 
Zubereitungen von Leflunomid, die auf ubiichem Wege hergestellt worden sind, Verwendung finden. • ^ 
30 Geeignete feste oder flussige galenische Zubereitungsformen sind beispielsweise Granulate, Pulver, " 
Dragees, Tabletten, (Mikro)Kapseln, Suppositorien, Sirupe, Safte, Suspensionen, Emulsionen, Tropfen oder ' 
injizierbare Losungen sowie Praparate mit protrahierter Wirkstoff-Freigabe. bei deren Herstellung ubiiche " 
Hilfsmittel, wie Tragerstoffe, Spreng-, Binde-, Uberzugs-, Quellungs-, Gleit- oder Schmiermittel, Ge- 
schmacksstoffe, SuBungsmittel Oder Losungsvermittier, Verwendung finden. Als haufig verwendete Hilfsstof- 
35 fe seien z. B. Magnesiumcarbonat, Titandioxid, Laktose, Mannit und andere Zucker. Talkum, MilcheiweiB, 
Gelatine, Starke, Cellulose und ihre Derivate, tierische und pflanzliche 6le. Polyatthylenglykole und 
Losungsmittel, wie etwa sterile Wasser und ein oder mehrwertige Alkohole. z. B. Glycerin, genannt. 

In der Humanmedizin werden Dosiseinheiten mit 3 bis 5 mg, vorzugsweise 10, 25 oder 50 mg pro 
Patient(70 kg Korpergewicht) verabfolgt. Falls medtzinisch erforderlich kann die Dosiseinheit bis auf 100, 
40 200 Oder 500 mg pro Patient gesteigert werden. Die Dosierung kann einmal taglich bis einmal wochentlich. 
vorzugsweise bis zu drei oder viermal taglich erfolgen. Die Applikation kann oral, peritoneal, intravenos. 
intraartikular oder transdermal auf ubiiche Weise erfolgen. Aus diesen Angaben lassen sich auch leicht die 
entsprechenden veterinarmedizinischen Applikationen berechnen. 

SchlieBlich kann Leflunomid bei der Herstellung der vorgenannten galensichen Zubereitungsformen 
45 auch zusammen mit anderen geeigneten Wirkstoffen, beispielsweise Antiuricopathika, Thrombocytenaggre- 
gationshemmern. Analgetika und anderen steroidalen oder nicht-steroidalen Antiphlogistika, formuliert wer- 
den. 

Experimenteil konnten die Wirkungen von Leflunomid an einer isolierten Blutzellfraktion (mononukleare 
Zellen) nachgewiesen werden, die insbesondere keine nennenswerte Metabotisierung des Leflunomids zu 
50 seinem Metaboliten bewirkte. 

Beispiel 1 

Die Anreicherung der mononuklearen Zellen aus frisch gewonnenem menschlichen Zitratblut erfolgte 
55 nach bekannten Standard verfahren (s. Tiku et al, J. Immunol. 136/10 (1986) 3677): 

10 ml frisch hergestelltes menschliches Zitratblut wurden vorsichtig mit 15 ml Lymphoprep*"* (Molter 
GmbH, Heidelberg) unterschichtet und dann bei 400xg 40 min bei 20" C zentrifugiert. Die sich in der 
Phasengrenze als weiBer Ring abzeichnende Zellfraktion wurde mit Hilfe einer Spritze entnommen, 1:1 (v/v) 
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mit PM-16-Puffer (Fa. Serva Feinbiochemica GmbH & Co KG. Heidelberg) verdunnt, und nochmals, wie 
oben. fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 10 ml RPMI 1640-Puffer (Gibco, Berlin), dem vorher 
300 mg/l L-Glutamin zugesetzt worden waren. gewaschen. Die gewaschene Zellfraktion wurde in 1 ml RPMI 
1640, dem vorher 300 mg /I L-Glutamin. 25 mmol/l HEPES (Gibco. Berlin). 0,1 g/ml Streptomyzin und 0,1 

5 g/ml Penizyllin zugesetzt worden waren, aufgenommen. Mit Hilfe eines Zellzahlers (Typ IT . Fa. Coulter 
Diagnostics. Krefeld) wurde die Zellsuspension, die aus ca. 90 % Lymphozyten und 10 % Monozyten 
besteht. auf etwa 5 Millionen Zellen/ml eingestellt. Die Zellviabilitat wurde vor und nach den Inhibterungsex- 
perimenten mit Hilfe der bekannten Laktatdefiydrogenase-Methode uberpruft. Eine Anderung der Viabilitat 
wurde dabei nicht festgestellt. 

10 Die Synthese und Freisetzung von zellularem TNFalpha wurde induziert, indem zu 0,48 ml der oben 

beschriebenen Zellfraktion eine Losung von 500 ng Upopolysacfiarid (Salmonella abortus equi, Sigma 
GmbH, Deisenhofen) in 0,01 ml DimethyfsulfoxIdAA/asser (1:10, v/v) gegeben wurde. Gleichzeitig wurde die 
Zellfraktion mit einer Losung von Leflunomid Oder Leflunomid-Metabolit in 0,01 ml Dimethiylsulfoxid 
(jeweilige Endkonzentration siefie Tab. 1) versetzt, und das Gemisch wurde fur 20 hi bei 37* C in einem 

75 hiandelsublichen Inkubator belassen. Nach dem Abkuhlen auf 0' C wurden die Proben 1 min in einer 
Tischzentrifuge zentrifugiert, und jeweils 0,025-ml-Altquote des Uberstandes wurden mit Hilfe des "Sand- 
wich-" Enzymimmuno-Testkits (Fa. Biermann GmbH, Bad Nauheim) nach Herstellervorschrift spezifisch auf 
ihren TNFalpha-Gehalt untersucht. Die Kontrollwerte wurden ohne Zusatz von Leflunomid oder seinem 
Metaboliten bestimmt und auf 100 % gesetzt. Insbesondere wurde durch entsprechende Vergleichs- 

20 messungen ein etwaiger EinfluB von Dimethylsulfoxid auf den TNFalpha-Spiegel ausgeschlossen. 

Weiterhin wurden Aliquote des Leflunomid enthaltenden Testansatzes zeitabhangig entnommen und mit 
Hilfe der Hochdruckflussigchromatographie (C-18-Saule 3,9x150 mm. Waters GmbH, Eschborn, Laufmittel: 
600 ml Methanol/350 ml Wasser/ 50 ml Tetrahydrofuran/ 1 ml Phosphorsaure; FluBrate 0.7 ml/min bei 2000 
pounds per square inch (Psi); Detektion im uitravioletten Bereich bei 273 nm) auf ihren Gehalt an 

25 Leflunomid oder Leflunomid-Metabolit uberpruft. Es zeigte sich, da6 Leflunomid unter den angewandten 
Bedingungen nur sehr langsam. mit einer Halbwertszeit von ca. 10 Stunden, zu seinem Metaboliten 
metabolisiert wird. 

TABELLE 1 

30 



Prufsubstanz 


Konzentration Versuche mmol/l 


TNFalpha im Uberstand % 


Anzahl n 






+ /- Standard-Abweichung 




Leflunomid-Metabolit 


0,1 


105 


2 




0.01 


102 +/-12 


3 


Leflunomid 


0,1 


28 +/-5 


3 




0,05 


35 


2 




0,01 


100 +/-15 


5 


ohne 


0 


100 





Die Experimente in Tab. 1 zeigen, dafi, der Leflunomid-Metabolit praktisch keinen Einflu3 auf den 
TNFalpha-Spiegel bewirkt, wahrend der TNFalpha-Spiegel nach Gabe von Leflunomid deutlich gesenkt 
wird. 
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Beispiel 2 

Herstellung von N-(4-Trifluormethylphenyl)-5-methyl-isoxa2ol-4-carboxamid 

5 
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Eine Losung von 0.05 Mol 4-Methylisoxazol-4-carbonsaurechlorid (7.3 g) in 20 ml Acetonitril werden 
tropfenweise bei Raumtennperatur in eine Losung von 0.1 Mol 4-Trifluornnethylanilin (16,1 g) in 150 ml 
Acetonitril gegeben. Nach 20 min Ruhren wird das ausgefallene 4-Trifluormethylanilin-hydrochlorid abge- 
20 saugt, zwetmal mit je 20 ml Acetonitril gewaschen und die vereingten Filtrate unter vermindertem Druck 

eingeengt. Ausbeute: 12,8 g weifies, kristallines N-(4-Trifluormethylphenyl)-5-methyl-isoxazol-4-carboxamid '^^-c-^ 
(Leflunomid). . > ;r 

Beispiel 3 > 

25 

*- * 

Akute Toxizitat nach intraperitonealer Verabreichung - 



Die akute Toxizitat nach intraperitonealer Verabreichung der Testsubstanz wurde mit NMRI-Mausen (20 
bis 25 g) und SD-Ratten (120 bis 195 g) durchgefuhrt. Die Testsubstanz wurde in einer 1 %igen Natrium- 
30 Carboxymethylcellulose-Losung suspendiert. Die verschiedenen Dosierungen der Testsubstanz wurden den 
Mausen in einem Volumen von 10 ml/kg Korpergewicht und den Ratten in einem Volumen von"' 5 ml/kg 
Korpergewicht verabreicht. Pro Dosierung wurden 10 Tiere verwendet. Nach 3 Wochen wurde die akute 
Toxizitat nach der Methode von Litchfield und Wilcoxon bestimmt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 
zusammengefafit. 

35 

Tabelle 





Leflunomid akute Toxizitat Intraperitoneal LDso (nng/kg) 


NMRI-Maus 
SD-Ratte 


185 (163 - 210) 
170 (153 - 189) 



Patentanspriiche 

1. Verwendung von N-(4-Trifluormethylphenyl)-5-methyl-isoxazol-4-carboxamid zur Herstellung etnes Arz- 
neimittels zur Vorbeugung und Behandlung von Krankheiten, bei denen der Tumornekrosefaktor alpha 
involviert ist. 

50 - 

2. Verwendung gemafl Anspruch 1, zur Vorbeugung und Behandlung von Krankheiten wie septischer 
Schock, endotoxischer Schock, Kachesie, Malaria, Hirnhautentzundung, Lungenentzundung, AIDS, 
Vergiftungen durch Endotoxine, Bindegewebeverdickungen, Lungenintoxikationen, Lungenodemen oder 
chronischer Leukamie. 

55 

3. Arzneimittel zur Vorbeugung und Behandlung von Krankheiten. bei denen Tumornekrosefaktor alpha 
involviert ist, gekennzeichnet durch einen wirksamen Gehalt von N-(4-Trifluormethylphenyl)-5-methyl- 
isoxazol-4-carboxamid. 
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4. Arzneimittel gemafl Anspruch 3 zur Vorbeugung und Behandlung von Krankheiten wie septischer 
Schock, endotoxischer Schock, Kachesie, Malaria, Hirnhautentzundung, Lungenentzundung, AIDS, 
Vergiftungen durch Endotoxine, Bindegewebeverdickungen, Lungenintoxikationen, Lungenodemen oder 
chronischer Leukamie. 

5 

5. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels gemafi Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dafi 
man N-(4-Trifluormethylphenyl)-5-methyl-isoxa2ol-4-carboxamid nriit einem physiologisch annehmbaren 
Trager und weiteren Wirk-. Zusatz- oder Hilfsstoffen in eine geeignete Zubereitungsform bringt. 
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